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論文内容の要旨 
 人間をはじめとする多くの動物には生体を守るため病原微生物等の非自己を認識
し排除する機構として免疫が備わっている。中でもB細胞は抗体産生を介し免疫機構
の重要な役割を担っている。抗原刺激を受け活性化されたB細胞は増殖を繰り返しな
がら胚中心と呼ばれる微小構造を形成し、ここで自らの抗体遺伝子に変異を導入する
体細胞突然変異を引き起こす。体細胞突然変異は高親和性抗体の産生および抗体の多
様性獲得に極めて重要なステップであるにも関わらず、詳細なメカニズムはまだ十分
明らかになっていない。本研究では特に体細胞突然変異の導入メカニズムに焦点を絞
り解析が行われた。 
過去の報告や申請者の所属研究室での研究から、体細胞突然変異の誘発には
activation-induced cytidine deaminase (AID)と呼ばれる酵素が必須であることが知ら
れている。また、導入される変異の内、アデニン（A）やチミン（T）塩基への変異導
入にはYファミリーのポリメラーゼであるPOLHが重要な役割を持つと報告されてい
る。更にPOLHと同じYファミリーに属するREV1と呼ばれるポリメラーゼは、他のY
ファミリーポリメラーゼと相互作用するという報告もある。 
 そこで本研究では、REV1の触媒領域に変異を導入し、損傷塩基に対してdCMPを
 取り込む活性を失ったREV1AAノックインマウスとPOLHノックアウトマウスを交配
して得られたREV1AA Polh-/- マウスを用いることで、この二つの酵素が免疫グロブ
リン遺伝子における体細胞突然変異にどのように作用しているのかを解析した。 
申請者はまず、REV1AA Polh-/- マウスの骨髄・脾臓・胸腺におけるB細胞とT細胞が
正常に分化・成熟しているかをフローサイトメトリーを使用して確認した。野生型と
REV1AA Polh-/- マウスの結果に大きな差は見られなかったことから、これらの２つ
の酵素活性の欠如はB・T細胞の分化成熟に影響を与えない事が明らかとなった。 
更にクラススイッチ能に関しても解析を行った。それぞれのマウスから脾臓を取りだ
し、B細胞を精製した後、LPS+IL-4又はCD40L+IL-4で3日培養の後、IgG1陽性の細胞、
即ちクラススイッチを起こしている細胞の割合をフローサイトメトリーを用いて解
析した。その結果、クラススイッチを起こしている細胞の割合は、野性型とREV1AA 
Polh-/- マウス間でほぼ同程度であった。従って、これらの酵素活性はクラススイッチ
にも影響を与えない事が明らかになった。 
 次に免疫グロブリン遺伝子における体細胞突然変異の解析を行った。それぞれのマ
ウスにNP-CGG 100μgを腹腔内投与し、２週間飼育後、脾臓胚中心B細胞をセルソー
ターを用いて得た。これらの細胞からDNAを調製し、JH4イントロン領域における変
異頻度とこの領域における各塩基についての変異頻度を解析した。JH4イントロン領
域の変異頻度に関して、野生型、REV1AAマウス、及びPolh-/- マウスの変異頻度と比
較してREV1AA Polh-/- マウスでの変異頻度は有意に低下していた。この現象はこれ
ら2つの酵素活性の欠如によって、加算的に突然変異の導入に影響をもたらしている
事が考えられる。更に個々の塩基について変異頻度を解析したところ、REV1AA マ
ウスでは過去の報告と同様にC→G、G→Cの変異の減少が見られたが、REV1AA Polh-/- 
マウスではこの変異が更に低下していた。Polh-/- マウスでは野生型と変異数が変わら
なかったため、POLHはREV1を介してC→G 、G→Cの変異導入に関わっているとい
う事が明らかとなった。更に、体細胞突然変異においてREV1AA Polh-/- マウスで変
異頻度が激減していたことから、申請者はDNA損傷に対する感受性への影響について
も解析を行っている。野生型、REV1AA Polh-/- マウスそれぞれの脾臓からB細胞を精
製した後、γ線の照射、もしくは培地へのエトポシドの添加によりDNA損傷を発生さ
せ、2日培養後死細胞の割合をフローサイトメーターを用いて確認した。両者の間で
死細胞の割合に変化が無かったことから、REV1及びPOLHの酵素活性の欠如は今回
用いた2種類のDNAダメージに対して影響を与えない事が判明した。 
 本研究により、免疫グロブリン遺伝子における体細胞突然変異のうち、C→G、G
→C変異の導入には、REV1を介したPOLH依存的な経路が存在する事を初めて明らか
にした。今後は体細胞突然変異のより詳細なメカニズムを明らかにするため、本研究
で用いた酵素活性を欠失させたマウスの系を用いてその他のポリメラーゼや、現在既
に明らかとなっている体細胞突然変異関連因子との相互作用について解析を進めて
いく事により、更なる体細胞突然変異誘発のメカニズム解明の指針になる事が期待さ
れる。 
 様式第４号－２                           〔学位申請者      狩野 智恵   〕 
 
 
論文審査結果の要旨 
 本論文の審査は、平成26年1月9日の学位審査会において5名の審査員（主査：菊地
淳 副査：木寺詔紀、林郁子、禾晃和、大野博司）により、提出された学位論文、専
門的知識、関連分野に関する知識、外国語能力に関して行なわれた。 
 専門分野に関して、木寺副査が体細胞突然変異において、免疫グロブリン遺伝子の
みがターゲットされる機構に関して質問した。これに対し、体細胞突然変異はAIDに
よってDNA上にU:Gミスマッチが導入され、このミスマッチを複製・または修復する
過程で導入されると現在考えられているが、AIDがどのようにして免疫グロブリン遺
伝子のみをターゲットとしているかの詳細な機構はまだ明らかになっていない旨の
回答があった。 
 禾副査はAIDによって誘発した後に発動されるミスマッチ修復の分子機構や、Polζ
関与などについて質問した。これに対し過去の報告からミスマッチ修復はMHS2・
MSH6複合体がミスマッチを認識し、EXO1によってミスマッチ周辺の数塩基が削ら
れ、ポリメラーゼによって塩基が埋められるが、通常だと忠実度の高いPOLδ等が働
くのに対し、体細胞突然変異では忠実度の低いPOLHが働くと回答した。更に損傷乗
り越え合成（TLS）ではREV3・REV7複合体のPOLζとREV1が相互作用し、REV3
によって損傷部位から伸長反応を起こす事が知られていることから、体細胞突然変異
においてもPOLζが何らかの役割を持っている事が考えられ、過去の報告ではPOLζ
の変異体は突然変異頻度を低下させるという報告もあるとの回答であった。 
 林副査はポリメラーゼが修復部位に結合する機構に関して質問した。これに対し、
PCNAがモノユビキチン化された際はPOLHが優先的に働くが、POLHはEXO1によっ
て除去された部位の全てを埋めずに、POLδ等他のポリメラーゼとスイッチする現象
が報告されている事やY-ファミリーポリメラーゼに関してはユビキチン化された
PCNAとの結合力がそれぞれ調べられているが、ポリメラーゼスイッチングのメカニ
ズムは解明されていない為、詳細な機構は分からないとの回答であった。 
 大野副査はPCNAのモノユビキチン化とPOLHがリクルートされる機構に関して質
問した。これに対してRAD6・RAD18というユビキチン結合酵素およびユビキチンリ
ガーゼによってPCNAはモノユビキチン化されるとの回答があった。更にRAD18は
POLHのC末端と結合する事も報告されていることから、RAD18との結合によって
POLHが修復部位にリクルートされ、RAD6・RAD18によってモノユビキチン化され
たPCNAに結合し、塩基の合成に働くと考えられていると説明された。 
 菊地主査は今回の研究の新規性について質問した。これに対し、REV1とPOLHが
相互作用する事は過去に証明されているが、体細胞突然変異においてC→G、G→C変
異の導入にREV1とPOLHの相互作用が関与しているという点を見出したことは新規
性があるとの回答があった。 
 関連分野については、木寺副査よりポリメラーゼはいくつかのファミリーがあるが、
これらは何の基準で分けられているのか説明が求められた。この質問に対し、まずは
1次構造の相同性があると回答した。例えばPOLζはそのサブユニットのREV3が30％
程Bファミリーに所属するPOLδのサブユニットと相同性がある為、誤りがちなポリ
メラーゼではあるものの、Ｂファミリーに所属していると説明を行った。更に、ドメ
インの構成やモチーフの特徴等もファミリーの分類に関与していると回答し、ほぼ満
足のいく回答が得られた。 
禾副査は自然免疫と獲得免疫の違いや特徴についてと、抗体分子を例にとってタン
パク質の高次構造に関する説明を求めた。自然免疫では細胞表面上にTLRと呼ばれる
菌体成分等を認識するレセプターを持つマクロファージや樹状細胞が主要に働き、炎
症性サイトカイン等を放出して速やかに病原体を排除する機構であり、獲得免疫は抗
原提示細胞により抗原ペプチドがヘルパーT細胞に渡され、この情報をB細胞が受ける、
または抗原提示細胞からキラーT細胞に情報が伝わる事で抗原特異的な攻撃を行う反
応であると説明し、ある程度納得のいく回答が得られた。また、タンパク質の高次構
造に関しては、立体構造の階層性と高次構造の定義に関して述べ、妥当な回答が得ら
た。しかし、抗体分子を例に具体的な説明を求められたが、これについては部分的な
回答に留まった。 
林副査からはセントラルドグマの概念についてと、DNA上にコンプレックスが形成
される例について説明が求められた。セントラルドグマの概念について、ＤＮＡ → 
ＲＮＡ → タンパク質の流れである事とＲＮＡからＤＮＡへの逆転写という例外の
流れもある事を説明し、ある程度納得が得られたが、DNA上にコンプレックスが形成
される例に関しては、DNAダメージが起きた際の例について述べる事はできたものの、
複製の際に形成されるコンプレックスに関しては部分的な回答に留まった。 
大野副査からは胸腺におけるT細胞の分化とT細胞表面マーカーであるCD8および
CD4の役割について説明を求められた。T細胞は胸腺皮質から髄質に移行しながら分
化することを説明し、CD 8・CD4はそれぞれMHCクラスⅠ・Ⅱと結合して抗原提示
細胞とT細胞との接着を補強する役割を持つと答え、納得のいく回答が得られた。 
菊地主査からはAID・POLH・REV1の構造について説明が求められた。これに対し
てそれぞれのタンパクが持つモチーフやドメインについて回答し、更にその他のYフ
ァミリーポリメラーゼの構造についても説明を加え、概ね納得のいく回答が得られた。 
最後に、英語能力について、提出論文のgeneral introductionとgeneral discussionは
独自で執筆したことを確認し、発表で使用したスライドの内１枚を使用して英語でプ
レゼンテーションを行うことで申請者の英語能力を判定した。いくつかスペル等の誤
りが指摘されたため、これらを訂正後、最終論文として提出することになった。しか
しながら、総合的には論理的に記述されていると判断された。 
 以上の通り、本論文審査から、専門分野や関連分野の知識、また英語能力に関して、
学位取得に足るものと評価され、5名の審査委員は申請者の狩野智恵氏が博士（理学）
の学位を授与されるのに相応しい資質を備えていると判断した。 
